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El "erizo de mar" Tetrapygus nigercomo marcador 
biológico de estrés oxidativo 
Sea urchin Tetrapígus níger as a biological marker of oxidative stress * 
D01'is Huerta Can<lles, Rnqucl Oré Sifucntcs y Marco Núñez Fonseca 
ABSTRAeT 
In tllis research the sea urchin Tetrapigus Niger has been used as a model to study oxidative 
stress lo measure Ihe lipid peroxidation in sperm nuclei. Oxidative stress was observed in sperm 
nuclei with and wilhout hydrogen peroxide, which is a good free radical s generating system. 
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Todos es tamos expues tos a la radiación 
e lectromagnética tanto natural como a rtifi cia l. 
La radiaci ó n divide el agua cJel cuerpo 
generancJo radicales hidroxilo (OH)altamente 
reactivos que frecuentemente dejan tras sí una 
secuencia en cadena de radicales libres en 
propagaci ón . El cuerpo produce otro radical 
de oxígeno, el superóx icJo (° '), Aproxi­2 
madamente el 3% de oxígeno que respiramos 
es usado para producir 02 ' , produciendo mús 
de 2 K de °< e n e l cuerpo cada año y las 2
personas con infecciones crónicas pueden 
producir aún más . 
Los radicales libres de oxígeno (OFR) son 
potencialmente muy tóxicos para las células, 
y debido a su naturaleza altamente reacti va 
son moléculas o útomos cat iónicos, aniónicos 
o neutros que pueden fúcilmente combinarse 
con otras moléculas , tales como enzimas, 
receptores, bombas ió nica s , causando su 
oxidación directamente e inhibiendo su nor­
mal funcionamiento. Algunos de los productos 
de ataque de los OFR pueden interferir con e l 
funcionamiento del DN A (Hal l i well y Auroma, 
Cenlrode Invesl,gaclÓIl de Bioqulm lca y ulnclón ICIBN) 
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199 J; Beckmam y Bruce, 1997; (generar 
alteraciones en la secuencia de bases con el 
potencia l para mutaciones, que en casos 
extremos conduce él s ituaciones patológicas): 
puede cambIar la s proteínas, generando 
nuevas estructuras inmunogén icas. Los OFRs 
son definidos como especies químicas que 
poseen uno o mús e lectrones desapareados y 
son parte de UIl grupo de moléculas 
denominadas especies reactivas de oxígeno 
(ROS) que se originan de varias maneras, 
principalmente por reacciones redox que 
in vo lucran al oxígeno y que se produce como 
parte del metabolismo normal, por ejm. 0 0 *, 
NO*, H202 (HalliwelJ B., 1991). 
En respuesta a la exposición de radiación 
Uv. contam inación ambiental, humo de 
ciga rrill o, ejercicio exce s ivo. isquemIa: 
0 / ,OH* ,ROO". Así , e l radical OH* es 
a ltam en te reactivo y ataCJ a moléculas 
biológicas; e l radical superóxido (O/, ) viaja a 
tra vé s de Ia sangre actuando como 
vasodi latador, interviene en la regulación del 
crecimiento y en señales intracelulares. El 
óxido nítrico (NO"') (Beckman y co ls ., 1990) 
actúa en las células de los músculos lisos. causa 
relajación de las paredes de lo s vasos 
sanguíneos. El radical peróxido (HoOo) 
atraviesa fácilmente las membranas celufares 
y puede causar la expresión de genes virales . 
Uno de sus efectos más destructivos es la 
iniciación de lipoperoxidación, que conduciría 
a la destrucción de la membrana celular. Un 
radical puede extraer un hidrógeno de un ácido 
graso poI iinsaturado en la membrana celular y 
generar un dieno conjugado, el cual después 
de un rearreglo, fácilmente se combinaría con 
el oxígeno para dar un radical peroxil-lipídico 
(iniciac ión); este en una segunda vuelta puede 
extraer un hidrógeno a partir de otro ác ido 
graso poliinsaturado (propagación ) para dar un 
hidroperóxido lipídico y un nuevo radicallipídico 
que luego repite la cadena de eventos . Si no 
termina esta cadena de reacciones se llegaría 
a la destrucci ón de las membranas celulares, 
ruptura de compartimientos y liberación de 
enzimas li sosomales y posterior auto lisis. Esta 
re acc ión en cadena genera mo lé cu la s 
inestables res pon sables de la aparición de 
enfermedades degenerativas: cáncer, artritis, 
diabetes, el proceso de envejecimiento 
(Halliwell, B., 1995). L a terminación de esta 
cadena de eventos es pos ible debido a la 
participación de s istemas antioxidantes que 
des truyen los radic a les libres producidos. 
Normalmente en la célula están presentes, en 
gran número y diversidad, los antioxidantes, 
tales como vitamina C, que actúa a nivel 
citosólico; la vitamina E, cuya acción es a nivel 
de membrana; la glutatiol1 que protege tanto 
al cito sol como a la membrana del ataque de 
los radicales libre s. Otros antioxidantes 
presentes son las enzimas, como glutation 
perox idasa (GPX), glutation reducta sa, 
glutation transferasa, catalasa (hidrolisa el 
peroxido a oxígeno yagua) y la enzima 
superóxido dismutasa (SOO), que convierte 
el radical superóxido en peróxido de hidrógeno. 
Otros antioxidantes importantes incluyen 
carotenoides y ubiquinon as . Esta vasta red de 
de fensas antioxidantes intracelulares y 
extrace lulares es una prueba convin cente de 
que los OFRs son producidos en condiciones 
.. 
E a luac ión del efecto de fertili zación 
fisioló gicas normales y que sus niveles pueden 
se r fuertemente re~ ll. lados para la super­
vi vencia ceh.:lar. 
El objetivo del presente trabajo ha sido 
utilizar al erizo como modelo pa ra evaluar el 
estrés oxidati vo (EO ) m;diendo lipope­
roxidación en núcleos de espermatozoides 
El material biológico que se usó fue erizos 
de mar T níger, recolectados en la playa de 
San Bartolo, Lima, durante los meses de marzo 
a julio en cantidades que van de 100 a 150 
erizos por colecta . 
l esperma del erizo de mar fue extraído 
por inyección ce l ' m ica de 1 mL de KCI 0,5 
mollL y lavado con agua de mar filtrada; luego 
se lavó varias veces con NaCl 0,15 mollL, hasta 
obtener el pe lle t limp io centrifugando a 3500 
rpm por 10 minuto s, en algunos caws se 
tt rabaj o fresco y en otros se congeló . Los 
núcleos fueron extraídos a partir de pellet y 
homogenizados en bu ffer A: Tris HC I 10 mrnoil 
L pH 7 ,5, sucrusa 0,25 mollL, MgCI2 10 mrnoil 
L, CaC I, 3 mmollL, Clo ruro de benzamidina 
50 mmollL, se centri fugó a 3500 rpm x 10 
m ino Se lisó en buffe r A con Tritón X lOO, 
O, I%; se centr ifugó, rcsuspendió en Tris HCI 
10 mmollL pH 8, aCI O, 15 mol/L , CaC12 0,5 
mmol/L, PMSF 2 mmollL. Para el aislamiento 
de núcleos se ut il izó e l mé todo del colchón de 
. ucro sa centrifugando a 5000 rpm por 5 mino 
se trabajó con e l pe llct. La li poperoxidación 
'e det erminó midi e ndo la fo rmación de 
malondialdehido (MDA): A 0,3 mL de muestra 
se agrl?gó 0,6 mL de TCA 20g/dL, se hirvió 
en baño María du rall tre 10 mino se enfrió y se 
agrecró TBA (Ácido Tiobarbitúrico) 0,67 g/dL 
n HC I 0,09 mL. Se hirvió en baño María 30 
mino se centriCugó a 3500 rpm durante 5 min, 
se e nfrió y midió la absorbancia a 535 nm. 
tilizando el coefi c iente de extinción para 
MOA = 156000M. Se agregó 10 mmoJlL de 
HP z, se incubó durante 30 mino a 37 oC, se 
midió la variación Je formaci ón de MDA a 
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diferente s concentraciones de H 0 2 y en 
2 
función del tiempo, 
Hay muchas maneras de estudiar y med ir 
radicales libres , pero todos coinciden con los 
principales problemas asoc iados él su a lta 
reac ti v idad, principalmente su vida media 
relativamente corta , lo que difi c u lta su 
medición 
La evaluación de l estrés oxid ativo (EO) se 
realizó determinando lipoperox idación , siendo 
el ind icadorusado la formación de un producto 
secundario, el co mplej o c olo read o del 
malondialdehido (MOA) (Buegc co l. , 1978). 
En la reacc ión de lipoperoxidac ión una 
molécul a de MO reacciona con 2 mol éculas 
de TBA produciendo un cromógeno rosado 
con un máximo de absorción entre 532-535nm. 
Los resultados oblenidos fueron expresad s 
en mg d proteína l ()~a l. conside rando además 
el peso del pellet de es perma. 
Ind uj imo s peroxidación lipídí ca c on 
concentraciones crecien tes de H10 1 como JO, 
20, SO Y 100 flmollL (Tabl a 1) observando que 
con 20 flmol lL de H,O, se obtienen la mayor 
formac ión de MOA, -y a concentraciones 
mayores de 100 ).l.mollL la lipoperoxidación 
desc iende notablemente, lo que concuerda con 
lo reportado por Cochrane ( J 991). Ello podría 
deberse a un efecto de saluración, es dec ir, se 
ha llegado a fo rmar una concentración de 
hídroperóxidos li pídicos en tal magnitud que 
destruyen la membrana y escapan de ella para 
producir a lteraciones a distancia, o podríamos 
pensar que estos productos de radicales libres 
se degradan causando inte r fe renc ias que 
impiden su med ic ión. Tam ién se evalúo la 
Iipoperoxi dac i ' n con concentrac ión constante 
de HPz de I O ~tmo llL variando los tiempos 
(O, 15, 30, 60 y 120 min). Los resultados 
observados en la Tabla 2 mu st ran mayor 
fo rmación de MOA a lo s 60 m in, luego 
comienza a de 'cende r, pero a los 15 min o ya 
hay fo rmac ión de MDA . Algunos autores 
reportan que a los 5 mino de incubación ya 
hay lipoperoxidac ión. El descenso podría 
deberse a una inestabil idad del cromógeno 
para d ich tiempo. Los valores obtenidos para 
las mu stra ' de nú leo conl r 1sin H20 _ están 
en e l rango de 3.54-3,69 x 10'" mollL de MD , 
lo que s igni fi caría que los ef ctos de rad icales 
li bres se deberían a contaminant s del medio 
acuútico . La bibl iogra fía consu ltada no reporta 
valores normales para el erizo de mar, pero sí 
en el cas de ciertas enfermedades, por ejm. 
Tabla 1. Variación de la Concentración de MDA en Función de 

Concentraciones Crecientes de HP2 Incubados a 37Q C por 30 min 

[MOA] [MOA] [MOA¡O. o. [H202]mM 10.6 M 10. 9 M/g pelle! 10.11 M/mg PT 
Control 0,092 
° 
3,54 8,45 4,04 
0,103 10 3,96 9,45 4,52 
2 0,153 20 5,89 14,1 6,72 
3 0,155 50 5,97 14,2 6,80 
4 0,130 100 4,99 11, 9 5,69 
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diabetes: (control) de 3 a 5 uM y de 5 a 9 uM 
en pacientes diabéticos. 
En conclusión, hemos determinado los 
valores normales de MOA en e l erizo de mar, 
Eva luac ión del efecto de fe rtili zación 
y como lo menciona la bibliografía el peróxido 
de hidrógeno es un buen sistema generador 
de radicales libres como se muestra en las 
tablas, ya sea que se incre mente su 
concentración o el tiempo de incubación . 
.; 
Tabla 2. Formación de MDA por Lipoperoxidación en Función del tiempo 
con concentración 10 11M de ~02 a 37 oC 
Tiempo [MOA] [MOA] [MOA]O. O.
min 1(J6 M 1()'9 M/gpellet 10'" M mg PT 
Contrul 
° 
0,096 3,690 8,81 4,21 
15 0,120 4,619 11 ,00 5,26 
2 30 0,215 8,280 19,80 9,45 
3 60 0,480 18,48 44,10 21,10 
4 120 0,386 14,82 35,40 16,90 
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